重型再生障碍性贫血（SAA）是一种造血干细胞克隆受损引起的造血衰竭性疾病，出血及感染是导致患者死亡的主要原因，减少干细胞损伤及恢复造血功能是治疗根本。目前，同胞全相合供者（MSD）造血干细胞移植（allo-HSCT）是儿童SAA的首选治疗方案[@b1]--[@b2]。随着移植技术不断提高，无关供者造血干细胞移植（UD-HSCT）和单倍体相合造血干细胞移植（haplo-HSCT）作为缺乏MSD的替代治疗或免疫抑制治疗（IST）失败的挽救性治疗手段亦逐渐广泛应用于临床[@b3]。本研究中，我们对近年来在河南地区3家医院接受allo-HSCT一线治疗的79例儿童及青少年SAA患者进行回顾分析。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：本回顾性研究纳入2013年1月至2016年12月在郑州大学人民医院、郑州大学第一附属医院、河南省肿瘤医院接受allo-HSCT的79例SAA患者。

2．预处理方案：42例患者采用环磷酰胺（Cy）+抗胸腺细胞球蛋白（ATG）+氟达拉滨（Flu）方案：Cy 50 mg·kg^−1^·d^−1^×4 d，ATG 2.5 mg·kg^−1^·d^−1^ ×4 d，Flu 30 mg·m^−2^·d^−1^×3 d；27例患者采用白消安（Bu）/Cy+ATG方案：Bu 3.2 mg·kg^−1^·d^−1^×2 d，Cy 50 mg·kg^−1^·d^−1^×4 d，ATG 2.5 mg·kg^−1^·d^−1^×4 d；8例患者采用Cy+ATG+Flu+Bu+全身照射（TBI）方案：Cy 50 mg·kg^−1^·d^−1^×2 d，ATG 2.5 mg·kg^−1^·d^−1^×4 d，Flu 30 mg·m^−2^·d^−1^×5 d，Bu 3.2 mg·kg^−1^·d^−1^×2 d，TBI 2 Gy；2例患者采用Flu+Cy+TBI+美法仑（Mel）方案：Flu 30 mg·m^−2^·d^−1^×3 d，Cy 40 mg·kg^−1^·d^−1^×4 d，Mel 120 mg·m^−2^·d^−1^×1 d，TBI 2 Gy。本组预处理方案中的ATG均为法国赛诺菲公司产品（即复宁）。

3．造血干细胞来源和回输：骨髓移植5例，外周血造血干细胞移植56例，骨髓+外周血造血干细胞移植18例。回输单个核细胞（MNC）中位数为7.95（2.50\~25.97）×10^8^/kg，回输CD34^+^细胞中位数为6.00（1.46\~42.30）×10^6^/kg。

4．移植物抗宿主病（GVHD）的预防及诊断：GVHD预防采用环孢素A+霉酚酸酯+短疗程甲氨蝶呤方案，维持环孢素A血药浓度100\~300 ng/L。发生急性GVHD时，加用巴利昔单抗/甲泼尼龙或输注骨髓间充质干细胞。急性GVHD诊断采用西雅图标准[@b4]，慢性GVHD诊断采用美国国立卫生研究院标准[@b5]。

5．疗效评价及随访：中性粒细胞植入：ANC≥0.5×10^9^/L连续3 d；血小板植入：脱离血小板输注的情况下PLT≥20×10^9^/L连续7 d。移植后规律复查骨髓象并监测嵌合率，血型不合者于移植后15 d及1、2、3个月复查血型。采用门诊复查、电话随访。随访截至2017年9月15日，中位随访时间为650（26\~1 810）d。总生存（OS）期定义为造血干细胞回输至随访截止或死亡日期。

6．统计学处理：应用SPSS 22.0统计软件进行数据分析，均数的比较采用单因素ANOVA，样本率的比较采用校正卡方检验。采用Kaplan-Meier法进行生存分析，率的比较采用Log-rank检验。采用Cox回归模型Enter法进行多因素分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．一般资料：全部79例患者中男50例、女29例，中位年龄14（4\~18）岁，SAA 60例，极重型SAA（VSAA）19例。移植方式：MSD-HSCT 40例、UD-HSCT 17例、haplo-HSCT 22例。确诊至移植中位时间为160（23\~4 387）d，移植前均未接受IST。移植前22例患者合并感染，13例获得有效控制，9例未控制。全部79例患者的一般临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 79例以异基因造血干细胞移植作为一线治疗的SAA患者一般临床特征

  临床特征                                    MSD-HSCT组(40例)     UD-HSCT组(17例)      haplo-HSCT组(22例)   统计量               *P*值
  ------------------------------------------- -------------------- -------------------- -------------------- -------------------- ---------
  性别（例，男/女）                           25/15                9/8                  6/16                 1.652（*χ*^2^值）    0.438
  年龄\[岁，*M*（范围）\]                     14(7～18)            13(5～18)            13(4～18)            0.637（*F*值）       0.532
  移植时年龄（例）                                                                                           1.030（*χ*^2^值）    0.597
   \<14岁                                     17                   9                    12                                        
   ≥14岁                                      23                   8                    10                                        
  疾病类型（例）                                                                                             14.193（*χ*^2^值）   0.001
   SAA                                        31                   17                   12                                        
   VSAA                                       9                    0                    10                                        
  移植前病程\[d，*M*（范围）\]                682(23～3 747)       1 111(41～4 387)     502(32～2 803)       1.563（*F*值）       0.216
  初诊血常规\[*M*（范围）\]                                                                                                       
   HGB(g/L)                                   71.3(25.2～115.0)    65.7(13.0～125.0)    66.2(39.0～103.0)    0.525（*F*值）       0.594
   PLT(×10^9^/L)                              15(2～93)            17(3～64)            14(0～61)            0.208（*F*值）       0.813
   ANC(×10^9^/L)                              0.72(0.02～2.60)     0.74(0.03～2.60)     0.69(0～3.06)        0.027（*F*值）       0.973
  供受者ABO血型相合度（例）                                                                                  8.016（*χ*^2^值）    0.237
   相合                                       23                   7                    11                                        
   主要不合                                   3                    5                    6                                         
   次要不合                                   10                   3                    2                                         
   主次均不合                                 4                    2                    3                                         
  预处理方案（例）                                                                                           25.614（*χ*^2^值）   \<0.001
   Cy+ATG+Flu                                 15                   9                    18                                        
   Cy+ATG+Flu+ Bu/TBI                         3                    4                    1                                         
   Bu/Cy+ATG                                  22                   2                    3                                         
   Flu+Cy+TBI+Mel                             0                    2                    0                                         
  造血干细胞来源（例）                                                                                       13.445（*χ*^2^值）   0.009
   骨髓                                       3                    0                    2                                         
   外周血                                     30                   16                   10                                        
   骨髓+外周血                                7                    1                    10                                        
  回输MNC\[×10^8^/kg，*M*（范围）\]           10.30(2.50～25.97)   11.34(4.16～20.46)   7.60(2.85～17.48)    2.444（*F*值）       0.094
  回输CD34^+^细胞\[×10^6^/kg，*M*（范围）\]   6.81(1.49～28.20)    8.96(1.46～42.30)    7.17(1.55～20.10)    0.586（*F*值）       0.559

注：SAA/VSAA：重型/极重型再生障碍性贫血；MSD-HSCT：同胞全相合供者造血干细胞移植；UD-HSCT：无关供者造血干细胞移植；haplo-HSCT：单倍体相合造血干细胞移植；MNC：单个核细胞；Cy：环磷酰胺；Flu：氟达拉滨；Bu:白消安；TBI：全身照射；Mel：美法仑；ATG：抗胸腺细胞球蛋白

2．造血重建：全部79例患者中71例获得造血重建，中性粒细胞植入中位时间为13（9\~26）d，血小板植入中位时间为16（6\~34）d。MSD-HSCT、UD-HSCT、haplo-HSCT三组比较：中性粒细胞植入中位时间分别为12（9\~25）、14（10\~22）、16（11\~26）d，差异有统计学意义（*χ*^2^=13.302，*P*=0.001）；+30 d中性粒细胞植入率、血小板植入中位时间、+30 d血小板植入率差异均无统计学意义（*χ*^2^=0.959，*P*=0.619；*χ*^2^=5.892，*P*=0.053；*χ*^2^=0.959，*P*=0.619），详见[表2](#t02){ref-type="table"}。移植后1个月嵌合率检测结果：完全嵌合69例，混合嵌合2例（1例嵌合率为85.7%，造血重建后发生延迟排斥，减量免疫抑制剂后获完全嵌合；1例嵌合率为90.0%，2个月后复查为完全嵌合，2例患者均无病生存）。8例患者未获造血重建，其中6例于+2\~+33 d死于重度感染，1例行二次haplo-HSCT后16 d死于重度感染（未植活），另1例患者因肝窦阻塞综合征（SOS）于+31 d死亡。

###### 不同方式异基因造血干细胞移植一线治疗重型再生障碍性贫血患者的造血重建和GVHD发生情况

  指标                                    MSD-HSCT组(40例)   UD-HSCT组(17例)   haplo-HSCT组(22例)   *χ*^2^值   *P*值
  --------------------------------------- ------------------ ----------------- -------------------- ---------- -------
  +30 d中性粒细胞植入\[例数/总例数(%)\]   36/37(97.3)        15/15(100)        20/20(100)           0.959      0.619
  中性粒细胞植入时间\[d，*M*（范围）\]    12(9～25)          14(10～22)        16(11～26)           13.302     0.001
  +30 d血小板植入\[例数/总例数(%)\]       36/37(97.3)        15/15(100)        20/20(100)           0.959      0.619
  血小板植入时间\[d，*M*（范围）\]        14(6～34)          16(7～32)         19(10～34)           5.892      0.053
  急性GVHD\[例(%)\]                       14(35)             6(35.3)           9(40.9)              0.230      0.891
  Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD\[例(%)\]                  3(7.5)             4(23.5)           3(13.6)              2.628      0.269
  慢性GVHD\[例(%)\]                       5(12.5)            4(23.5)           1(4.5)               3.187      0.203

注：haplo-HSCT：单倍体相合造血干细胞移植；MSD-HSCT：同胞相合造血干细胞移植；UD-HSCT:无关供者造血干细胞移植；GVHD：移植物抗宿主病

3．GVHD发生情况：全部79例患者中29例（36.7%）发生急性GVHD，中位发生时间为31（8\~89）d，其中Ⅰ/Ⅱ度19例（累积发生率24.1%），Ⅲ/Ⅳ度10例（累积发生率12.7%）。慢性GVHD累积发生率为12.7%（10/79），其中2例为广泛型。MSD-HSCT、UD-HSCT、haplo-HSCT三组间急性GVHD、Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD及慢性GVHD发生率差异均无统计学意义（*χ*^2^=0.230，*P*=0.891；*χ*^2^=2.628，*P*=0.269；*χ*^2^=3.187，*P*=0.203）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。MSD-HSCT、UD-HSCT、haplo-HSCT组分别有2、1、2例死于Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD。

4．移植后感染发生情况：全部79例患者中29例（36.7%）移植后发生细菌和（或）真菌感染，MSD-HSCT、UD-HSCT、haplo-HSCT组感染发生率分别为35.0%（14/40）、29.4%（5/17）、45.5%（10/22），差异无统计学意义（*χ*^2^=1.158，*P*=0.560）。全部29例感染中，重度感染（抗感染治疗3 d无效）20例，发生率为25.3%（20/79）。MSD-HSCT、UD-HSCT、haplo-HSCT组重度感染发生率分别为22.5%（9/40）、23.5%（4/17）、31.8%（7/22），差异无统计学意义（*χ*^2^=0.669，*P*=0.716）。11例患者死于重度感染（肺部感染6例，颅内、肺部+面颊部、肺部+肛周、阴囊、鼻窦部感染各1例）。移植后CMV、EBV血症发生率分别为60.8%（48/79）、12.7%（10/79）。

5．其他移植相关并发症：出血性膀胱炎16例，药物性肝损伤1例，对症处理后缓解；SOS 2例，治疗后1例缓解，1例死亡。毛细血管渗漏综合征、移植相关血栓性微血管病各1例，均治疗无效死亡。

6．生存情况：至随访截止，全部79例患者中60例存活（75.9%）。共19例患者死亡，其中重度感染死亡11例，重度GVHD死亡5例，非复发死亡3例（SOS、毛细血管渗漏综合征、移植相关性血栓性微血管病各1例）。MSD-HSCT、UD-HSCT、haplo-HSCT组2年OS率分别为（77.1±6.7）%、（70.6±11.1）%、（77.3±8.9）%，差异无统计学意义（*χ*^2^=0.330，*P*=0.845）。

单因素分析结果显示，Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD、其他移植相关并发症（SOS、肝毒性、出血性膀胱炎、感染、毛细血管渗漏综合征、移植相关血栓性微血管病）、移植后重度感染与预后相关（[表3](#t03){ref-type="table"}）。多变量Cox回归分析结果显示，移植后重度感染（*RR*=4.617，*P*=0.009）、Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD（*RR*=2.707，*P*=0.048）是影响OS的独立危险因素。

###### 异基因造血干细胞移植一线治疗SAA患者总生存率影响因素的单因素分析结果

  变量                 例数   总生存率(%)   *χ*^2^值   *P*值
  -------------------- ------ ------------- ---------- ---------
  性别                                      0.179      0.672
   男                  50     73.7                     
   女                  29     79.3                     
  年龄                                      2.431      0.119
   \<14岁              38     84.2                     
   ≥14岁               41     68.3                     
  疾病类型                                  0.199      0.655
   SAA                 60     76.7                     
   VSAA                19     73.7                     
  供受者血型相合                            0.619      0.431
   相合                41     80.5                     
   不合                38     71.1                     
  供者类型                                  0.035      0.852
   亲缘半相合          22     75.4                     
   其他                57     77.3                     
  乙型肝炎病史                              0.135      0.713
   有                  7      71.4                     
   无                  72     76.4                     
  真菌感染史                                0.770      0.380
   有                  9      88.9                     
   无                  70     74.3                     
  干细胞来源                                0.229      0.892
   骨髓                5      80.0                     
   外周血              56     76.8                     
   骨髓+外周血         18     72.2                     
  回输单个核细胞数                          1.173      0.279
   \<3×10^8^/kg        4      100.0                    
   ≥3×10^8^/kg         75     74.7                     
  回输CD34^+^细胞数                         0.309      0.578
   \<3×10^6^/kg        10     70.0                     
   ≥3×10^6^/kg         69     76.8                     
  急性GVHD                                  0.727      0.394
   有                  29     69.0                     
   无                  50     80.0                     
  慢性GVHD                                  1.984      0.159
   有                  11     54.5                     
   无                  68     79.4                     
  Ⅲ/Ⅳ度急性GVHD                             11.533     0.001
   有                  10     30.0                     
   无                  69     82.6                     
  其他移植相关并发症                        18.300     \<0.001
   有                  41     56.1                     
   无                  38     97.4                     
  移植后重度感染                            40.411     \<0.001
   有                  20     30.0                     
   无                  59     91.5                     

注：SAA/VSAA：重型/极重型再生障碍性贫血；GVHD：移植物抗宿主病

讨论 {#s3}
====

SAA是一种造血干细胞克隆受损引起的临床造血衰竭性疾病，严重的出血及感染是导致患者死亡的主要因素，减少干细胞损伤及恢复造血功能是治疗之根本，MSD-HSCT为首选治疗方案[@b1]--[@b2]。但由于同胞供者来源受限，UD-HSCT和haplo-HSCT作为缺乏MSD的替代治疗或IST失败的挽救性治疗手段亦逐渐广泛应用于临床[@b3],[@b6]。allo-HSCT治疗儿童及青少年SAA的疗效优于成人[@b7]--[@b9]。Xu等[@b10]报道了haplo-HSCT治疗52例儿童SAA的研究，一线治疗组（23例）和挽救性治疗（29例）组治疗效果无明显差异，3年OS率达（84.5±5.0）%。目前多项研究显示包括haplo-HSCT、MSD-HSCT以及UD-HSCT在内的各种移植方式的造血重建及预后无明显差异[@b11]--[@b13]。本研究MSD-HSCT、UD-HSCT、haplo-HSCT三组的中性粒细胞植入中位时间分别为12（9\~25）、14（10\~22）、16（11\~26）d，差异有统计学意义（*χ*^2^=13.302，*P*=0.001），但植入率差异无统计学意义\[97.3%（36/37）、100%（15/15）、100%（20/20），*χ*^2^=0.959，*P*=0.619\]；血小板植入中位时间分别为14（6\~34）d、16（7\~32）、19（10\~34）d，OS率分别为（77.1±6.7）%、（70.6±11.1）%、（77.3±8.9）%，三组之间差异无统计学意义，与上述研究基本一致。Pei等[@b14]研究探讨了SAA患者haplo-HSCT后免疫恢复的相关影响因素，结果显示受者低龄、供者为男性、回输足量MNC及无CMV感染有利于免疫重建，因此，不同供者来源是否会影响免疫重建及其他相关影响因素仍需进一步研究。

对于缺乏MSD供者成年SAA患者，英国指南推荐IST为一线方案[@b2]。儿童SAA、IST治疗无效的输血依赖性非SAA（NSAA）为造血干细胞移植的适应证，MSD-HSCT为首选治疗方案，1\~2个月内可找到合适无关供者的患者可首选移植，其余患者仍推荐IST[@b15]。Zhang等[@b16]比较了haplo-HSCT与IST治疗儿童SAA的预后，haplo-HSCT组（18例）、IST组（10例）的OS率分别为66.7%、70.0%，差异无统计学意义。Pawelec等[@b17]研究了63例接受IST儿童SAA患者的预后，发现44例（64.9%）患者复发，仅有38.0%的患者获完全缓解，10年OS率及无事件生存（EFS）率分别为67%、57%。此外，Dufour等[@b13]通过回顾性队列研究比较UD-HSCT（29例）与IST（58例）一线治疗儿童SAA的预后，二组的2年预期OS率差异无统计学意义\[（96±4）%对（94±3）%，*P*=0.68\]，但UD-HSCT组的2年EFS率高于IST组\[（92±5）%对（40±7）%，*P*\<0.001\]。因此，对于无MSD供者的儿童患者，一线allo-HSCT或为更佳选择。

2017年版中国专家共识建议回输MNC≥3×10^8^/kg，CD34^+^细胞≥3×10^6^/kg[@b3]。本研究中，单因素分析显示回输MNC≥3×10^8^/kg、CD34^+^细胞≥ 3×10^6^/kg与预后无关，这可能与本组患者输注的MNC、CD34^+^细胞数较高及样本量偏小有关。卢静等[@b11]认为是否有乙型肝炎病史、血小板植入时间、是否存在重度急性GVHD与预后有关，而不同供者来源并非SAA患者的独立预后因素。宋媛等[@b7]认为移植后重度感染是影响患者OS的独立危险因素（*P*=0.008）。Xu等[@b18]分析了158例行allo-HSCT的SAA患者（haplo-HSCT组89例，MSD-HSCT组69例）的临床资料，发现患者的OS与移植前输血量及总体状态相关。本研究结果显示影响患者预后的主要因素是重度急性GVHD、移植后重度感染，而与供者来源的干细胞及供受者血型无显著相关性。

综上所述，对于儿童及青少年SAA患者的治疗，haplo-HSCT、UD-HSCT总体预后与MSD-HSCT无明显差异。移植前后积极控制感染、防治GVHD可改善患者预后。
